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PROGETTAZIONE
E SINTESI DI GLICOMIMETICI

carboidrati sono di gran lunga i piu abbondanti prodotti naturali.
Non solo costituiscono una fonte importante di energia metabo-
lica, ma sono anche ampiamente espressi come glicoconiugati
sulla superficie delle cellule, dove giocano un ruolo chiave in pro-
cessi biologici fondamentali [1-3].
Questo ruolo ¢ stato apprezzato in modo crescente negli ultimi due
decenni grazie ai risultati della glicobiologia: € ormai chiaro che i
glicani codificano nella loro struttura importanti informazioni biochi-
miche che vengono “lette” da appositi recettori proteici, noti colletti-
vamente sotto il nome di lectine [4]. In questo contesto, la sintesi di
molecole glicomimetiche che possono interferire con la formazione
di complessi zucchero-proteina pud fornire importanti strumenti per

lo studio di processi biologici e generare nuove idee per la medicinal
chemistry [5].

Finora, la maggior parte di questo lavoro € stato diretto verso gli
enzimi, glicosidasi e glicosiltransferasi, che determinano la biosintesi
e il metabolismo dei glicani [6-8]. Meno & noto riguardo all’inibizione
del riconoscimento zuccheri/lectine. Si definiscono lectine quei re-
cettori proteici che riconoscono carboidrati con elevata specificita,
ma mancano di attivita enzimatica sui loro ligandi. Esse sono impli-
cate nei processi di riconoscimento cellula-cellula, nell’interazione
tra cellule e matrice extracellulare, nella fecondazione dei gameti,
nello sviluppo embrionale, nella crescita e differenziazione cellulare,
nell’adesione cellulare, nella migrazione, nel’apoptosi, nell'immu-
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Fig. 1 - Lectine di tipo C

nomodulazione e nell’infammazione. Le lectine controllano anche
gli stadi iniziali di molte infezioni (interazioni ospite-patogeno), non-
ché il folding e il routing delle glicoproteine [9]. Pertanto, in linea
di principio, le lectine possono evidentemente essere considera-
te come potenziali targets terapeutici [5a, 10, 11], ma sono state

Un ulteriore limite all’applicazione dei carboidrati come farmaci ¢ la
labilita dei legami glicosidici all’azione degli enzimi idrolitici (glicosida-
si) in vivo. Questo pud essere aggirato sviluppando nuovi composti
glicomimetici, dotati di stabilita chimica e metabolica, ma capaci di
mimare I’attivita biologica di specifici oligosaccaridi. | progressi nello
sviluppo di mimici di oligosaccaridi sono stati oggetto di varie ras-
segne bibliografiche [5, 10, 11]. Ulteriori esempi recenti includono lo
sviluppo di antagonisti delle selectine [18], della tossina colerica [16],
inibitori dell’adesione di E. coli uropatogenica mediata da FimH [17],
MAG antagonisti e altri leganti delle Siglec [18], C-glicosidi come le-
ganti della lectina PA-IL di Pseudomonas aeruginosa, implicata nella
formazione e stabilizzazione del biofilm [19].

Negli ultimi anni molta della nostra attivita si € indirizzata verso pro-
gettazione, sintesi e caratterizzazione di antagonisti monovalenti e
polivalenti della lectina DC-SIGN (dendritic cell-specific intercellular
adhesion molecule 3-grabbing non integrin) [20], implicata in vari
processi di infezione virale, e della lectina MBL (Mannose Binding
Lectin), coinvolta nell’attivazione del complemento (risposta immuni-
taria innata) [21]. Ambedue queste proteine appartengono alla fami-
glia delle lectine di tipo C e presentano una comune specificita per
il mannosio (Fig. 1).

raramente sfruttate come tali. In effetti, i
carboidrati come classe di molecole sono
stati per lo piu trascurati dalla medicinal
chemistry. Alcuni casi di successo sono ok
noti, ad esempio I'inibizione di a.-glicosidasi
con acarbose o voglibose per il trattamento
del diabete di tipo 2 [12], I'inibizione della
neuraminidasi virale nel trattamento dell’in-
fluenza (Relenza, Zanamivir) [7], I'inibizione
dell’adesione virale all’epitelio [13]. Tuttavia,
I’alta densita di gruppi funzionali e I'immen-
sa varieta strutturale dei glicani complessi
rappresentano una grande sfida per lo svi-
luppo di antagonisti innaturali, mentre i car-
boidrati stessi sono troppo idrofili per avere
buona biodisponibilita. A queste difficolta si
aggiunge il fatto che il riconoscimento zuc- 'f:ifé:

cheri/lectine € intrinsecamente un proces- kﬁ"f} \_g
SO a bassa affinita. d tfn
Tipicamente, le lectine possiedono siti di
binding ampi e poco profondi, esposti al
solvente sulla superficie della proteina e o
quindi dotati di bassa affinita per i singoli
oligosaccaridi. Cio non toglie che le lectine
possano raggiungere livelli molto alti di spe-
cificita e anche di affinita, che vengono ge-
neralmente raggiunti attraverso il principio
della multivalenza, che aumenta I'avidita 5
dell'interazione [14].
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in cui 1 e 2 sono stati coniugati a supporti polivalenti
(dendrimeri o dendroni) sintetizzati a partire da aci-
do bis-idrossimetilpropionico.

| risultati raccolti in Fig. 3 mostrano che psTri (2) lega
DC-SIGN con un’affinita superiore di un ordine di
grandezza a quella del mannosio. Questa molecola,
inoltre, a differenza del mannosio, si lega selettiva-
mente a DC-SIGN e non interagisce con Langerin
(Fig. 1), una seconda lectina del sistema immuni-
tario che ha un’azione protettiva contro le infezioni
psTr da HIV. Nella presentazione tetravalente 3 psTri ini-
bisce l'infezione da HIV sia in un modello cellulare
che in espianti di tessuto cervicale a concentrazioni

0 DC-SIGM

Fig. 3 - Pannello di sinistra: inibizione del binding di DC-SIGN o Langerin ad una superficie destrano/Man-

BSA (Risonanza Plasmonica di Superficie, SPR) da parte di D-mannosio o di 2 (psTri);
pannello di destra: istogrammi di selettivita

DC-SIGN & una C-lectina di transmembrana di tipo I, presente
come tetramero sulla membrana della cellule dendritiche. Questa
struttura consente la presentazione simultanea di quattro domini di
riconoscimento dei carboidrati (CRD) [22], che vengono impiegati
dalla cellula dendritica per riconoscere € legare glicoconiugati speci-
fici alla superficie di diversi agenti patogeni, tra cui virus (HIV, Ebola,
Citomegalovirus, Dengue, Sars) [20, 23], batteri (M. tuberculosis, S.
pneumoniae) [24], funghi (C. albicans, A. fumigatus) [25] e parassiti
(Leishmania, S . mansoni) [26]. Normalmente, questa azione ha una
funzione protettiva per I'organismo: il patogeno riconosciuto viene
internalizzato nella cellula dendritica e degradato nei comparti liso-
somiali, generando cosi i frammenti antigenici che danno origine,
attraverso un meccanismo complesso, alla risposta anticorpale. Nel
2000 il gruppo di van Kooyk ha riportato che HIV sovverte questa
normale funzione, in quanto esso viene riconosciuto da DC-SIGN,
ma sfugge alla degradazione.

La trasmissione sessuale dell'infezione, quindi, avviene a livello delle
mucose (vaginali o anali) dove le cellule dendritiche si caricano di
virus e vengono utilizzate come un cavallo di Troia per invadere |'o-
spite [20]. Per questo bloccare I'interazione tra virus € DC-SIGN con
antagonisti sviluppati per uso topico € una possibile strategia per
inibire la trasmissione sessuale dell’infezione virale [27, 5].

Il principale glicano riconosciuto da DC-SIGN ¢ il cosiddetto “high
mannose”, o Man9 (Fig. 2), un oligosaccaride ramificato presentato
in copie multiple da gp120, la proteina di envelope di HIV. DC-SIGN
pud anche riconoscere strutture ramificate fucosilate recanti residui
di galattosio terminali, come ad esempio gli antigeni Lewis. Lintera-
zione primaria tra oligosaccaridi e DC-SIGN avviene per coordina-
zione di uno dei residui dello zucchero ad uno ione Ca2+ esposto alla
superficie della proteina [28].

Usando Man9 come templato, abbiamo progettato i due leganti
psDi (1) e psTri (2) (Fig. 2), mimici rispettivamente di un di- e di un
trimannoside e corrispondenti alle estremita terminali di Man9 e ab-
biamo studiato la loro interazione con la proteina [29]. | risultati piu
interessanti sono stati ottenuti con i costrutti multivalenti 3-6 (Fig. 2),

micromolari [29b, 30]. Attivita anche superiori sono
state osservate in un modello di infezione di Ebola:
in particolare i dendrimeri 5 e 6 a valenza 32 sono attivi con IG5,
circa 20 nM [31].

Per certi versi, la selettivita contro Langerin di 2 e dei suoi derivati &
la caratteristica piu interessante di questa molecola, molto promet-
tente per reali applicazioni biomediche. Il nostro lavoro di ottimiz-
zazione, svolto nel’ambito della rete europea Carmusys (www.car-
musys.iig.csic.es/) sta proseguendo nella direzione di semplificarne
la complessita strutturale e sintetica, con interessanti risultati [32].
Nell’ambito dei nostri studi sulla selettivita di 2 e 3 abbiamo com-
piuto recentemente un’altra interessante osservazione: queste due
molecole, infatti, interagiscono con buona affinita anche con MBL.
MBL & una proteina del siero che agisce come recettore dei cosid-
detti PAMPs, Pathogen Associated Molecular Patterns, e DAMPs,
Damage Associated Molecular Patterns, cioe carboidrati esposti
rispettivamente alla superficie di patogeni o di cellule morenti o dan-
neggiate. Il legame di MBL ai suoi target cellulari porta all’attivazione
del complemento, una parte del sistema immunitario innato, la cui
cascata conduce all’attivazione di un potente sistema di distruzione
cellulare [21].

Dati recenti, ottenuti presso I'lstituto Farmacologico Mario Negri di
Milano, suggeriscono fortemente che MBL svolga un ruolo impor-
tante nel danno cerebrale da riperfusione che si osserva in seguito
ad un evento ischemico [33].

In collaborazione con il gruppo del Mario Negri abbiamo testato I'at-
tivita di 3 (Polyman2) in un modello di ischemia cerebrale nel topo
e osservato che questo dendrone, intercettando MBL circolante,
riesce a ridurre il danno del tessuto cerebrale. | risultati, pubblica-
ti recentemente nella prestigiosa rivista Circulation, mostrano che
Polyman2 ha un effetto protettivo anche se somministrato diverse
ore dopo I'evento ischemico, il che costituisce un grande vantaggio
rispetto alle terapie attualmente disponibili [34].

Globalmente i nostri risultati mostrano che & possibile interferire se-
lettivamente con il riconoscimento carboidrati/proteine usando sem-
plici mimici di oligosaccaridi e che questi antagonisti possono avere
applicazioni terapeutiche importanti.
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Design and Synthesis of Glycomimetics

Carbohydrate-protein interactions play a major role in the initial steps of infection and inflammation. The presentation showed two cases of glycomimetic
molecules that exert a protective effect against HIV infection and ischemic brain damage by antagonizing two different sugar receptors (DC-SIGN and MBL).




